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Procede de preparation d' un clone d' Escherichia coli 
produisant de la pr e pr our oki nase humaine. 

La presente invention se rapporte a la preparation d* un 
clone d r Escherichia coli produisant de la 

5 pre prouroki nase humaine. Elle comprend notamment la 

production d* un ADN complement aire double brin 
cor res pondant a 1 1 i nf or ma t i on genetique carac teri st i que 
de la pre prouroki nas e humaine (cette molecule sera 
appelee ci-apres ADN-UK) . Elle est aussi relative a des 
10 vecteurs comportant 1' ADN-UK, en, vue de la mise en 

oeuvre de ses proprietes biologi ques. 

L* urokinase ( EC 3- **. 99. 26) , 1' un des composants du 
plasma sanguin, est syntheti see dans le rein et 
secretee dans 1' urine. Cette enzyme fonctionne 

15 e s s e n t i e 1 1 erne n t en tant qu' acti vateur du plasminogene. 

La plasmine active resultant du clivage proteolytique 
de son precurseur, le plasminogene, exerce une acti vi te 
f ibrinolytique Dans ce contexte, 1' urokinase a une 

valeur t herape ut i que pour la dissolution de thrombi in 

20 vivo et a ete produite pour cela, soit a partir 

d' urine, soit a partir de milieu de culture de cellules 
renales humaines. Des etudes biochimiques sur 
1" urokinase ont montre 1' existence de trois formes de 
1' enzyme, L' une a un poids moleculaire de environ 54000 

25 daltons ; elle consiste en deux chaines (A et B) liees 

par des ponts disulfures et d' un poids moleculaire 
respectif de 18000 et 33000 daltons. La seconde forme 
consiste en le polypeptide de 33000 daltons uniquement 
et est derivee de la forme de haut poids moleculaire. 

30 L'es deux formes, 54K et 33K daltons, sont actives et 

uti lisees en therapie. Leur sequence en acides amines 
est connue. Leur utilisation comme agent t hr omb ol y t i q ue 
a neanmoins ete limitee par 1' activation systemique du 
plasminogene qui se produit durant le traitement et 

35 augmente s i gni f i c a t i ve me n t le risque d' hemorragie. 
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L' existence d'.une troisieme forme de r urokinase 
( appelee urokinase simple chaine, sc-UK ou activateur 
du plasmi nogene renal, k-PA, ou prourokinase, a ete 
demontree recemment de meme que son activation par une 
exposition controlee a la plasmi ne. Comme la plasmine 
active est trouvee essenti ellement liee a la fibrine ou 
la Formation de complexes avec des inhibi teurs est 
empechee, la conversion de la prourokinase inactive en 
la molecule active pourrait se faire specif iquement a 
la surface du caillot sangiiin. L' utilisation 

t herapeut i que de la prourokinase permettrait done 
d'eviter les effets secondaires observes avec r enzyme 
act i ve. 

La presente invention a pour objet un precede de 
preparation d* un clone d' Escherichia coli produisant la 
pre pr our oki nas e humaine realise par le clonage dans une 
bacterie hote d* un ADN complement ai re double brin a 
partir des ARN messagers de cellules humaines 
produisant de 1' urokinase. Le procede faisant 1' objet 
de la presente invention est base sur 1* application 
d* une serie de moyens dans un ordre bien determine. II 
permet d* obtenir la pre prouroki nas e humaine en quantite 
suffisante, notamment pour 1' utiliser dans des 
applications therapeutiques. 

Le procede de preparation d* un clone d' Escherichia coli 
produisant la pre prouroki nas e humaine selon la presente 
invention comprend la combinaison des phases 

suivantes : 

a) 1' extraction et la purification des ARN messagers 
totaux de cellules humaines produisant de 1* urokinase ; 

b) la synthese in vitro de l'ADN compl ementai re double 
brin au depart de cet ARN messager ; 

c) 1* enr i chi ssement de la preparation d' ADN 
compl erne nt ai re double brin en molecules- de taille 
superieure ou egale a celle necessaire pour encoder 
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1 ' uroki nase ; , 

d) 1' addition d' extremi tes cohesi ves a cet ADN-UK ; 

e) le meiange in vitro de cette Traction enrichie 
portant des extremi tes cohesi ves avec un vecteur 

5 plasmide portant des extremites cohesi ves 

compl ement ai res pour obtenir des molecules hybrides ; 

f) la transformation des bacteries hotes Escherichia 
coli par ces molecules hybrides ; 

g) la selection parmi ces bacteries transformees de 
10 celles qui ont insere un fragment, d* ADN humain, de 

maniere a obtenir une banque de clones ; 

h) 1* isolement de cette banque des clones porteurs de 
1' ADN-UK par crible caracteristique de 1' urokinase ; 

i) 1' extraction de ces clones d' ADN-UK ; 

15 j) la construction a partir de cet ADN-UK et de 1 ' ADN 

de plasmides vecteurs de molecules hybrides que 1' on 
clone dans des bacteries hotes Escherichia coli en vue 
de 1' expression de la preprourokinase humaine ; 
k) le choix des clones ayant insere 1' ADN-UK dans 

20 r orientation et la phase de lecture correctes par 

analyse de restriction et sequen^age de 1* ADN ; 
1) la demonstration par immuno-essai de la production 
de preprourokinase par ces clones. 

L' invention a pour objet, en outre, une sequence d* ADN 
25 c ompl e me n t a i r e double brin codant pour la 

preprourokinase complete designe par ADN-UK, qui a ete 
isole des clones et des vecteurs qui le portent. 
Elle concerne egalement les clones d' Escherichia coli 
portant 1* ADN-UK et produisant de la preprourokinase 
30 Humaine, obtenus suivant les procedes revendiques. 

La sequence de preprourokinase humaine produite suivant 
les procedes, objet de 1* invention, comprend entre 
autres un peptide signal de 18 acides amines, un 
peptide 18K caracterise par un tryptophane en position 
35 131, une lysine faisant la jonction entre les peptides 
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18 et 33K et. un peptide 33K caracterise par une 
cysteine en position 366 et une valine en position 410. 
Les differentes phases du procede faisant l'objet de 
1* invention comprennent: 

a) Les ARN messagers totaux sont extraits de cellules 
humaines produisant 1' urokinase. ( Gronow, M. and Bliem, 
R. , Trends in Biotechnology, vol.1, n °1, 1983, 
26-29). De preference, les ARN messagers totaux 
proviennent de cellules de carcinome de pharynx Detroit 
562. lis peuvent etre extraits par differentes methodes 
basees essenti ellement sur la destruction complete des 
structures cellulaires et la denaturation rapide et 
totale des activites ri bonucl eas i q ues dans l'extrait. 
On trouvera dans "Molecular Cloni ng" ( 1 982 - Maniatis, 
T. Fritsch, E. F. and Sambrook, J. - C. S. H. Publ. ) l'etat 
de 1' art en cette matiere. 

A titre d'exemple, on peut recourir a l'emploi combine 
de detergents, tels le NP40, et d' i nhi bi teurs de 
ribonuclease, tels le vanadyl - ri bonucl eos i de, ou encore 
a l'emploi d' agents c hao t r opi q ue s puissants, tels les 
sels de guanidine. 

De preference, on choisit la methode decrite dans Cox, 
R. A. (Methods Enzymol. 12B, 120,1968), basee sur 

1- utilisation de chlorure de guanidine, qui conduit a 
l'obtention d'acides ri bonucl e i q ue s non degrades et 
act i f s. 

Les ARN messagers totaux extraits de cellules humaines 
peuvent etre purifies en tirant parti d' une de leurs 
caracteristiques, a savoir la presence d' une sequence 
polyadenylique a leur extremite 3 '. La methode de choix 
consiste a realiser une c hr oma t ogr a phi e d'affinite sur 
colonne d'oligo d( T) cellulose, selon le protocole 
decrit dans Avis, H. and Leder, P. ( 1 972, Proc. atl. 
Acad. Sci. USA, 69, 1408). 

b) La conversion enzymatique in vitro des ARN messagers 
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polyadenyles en ADN c ompl erne n t a i r e double brin fait 
appel a des reactions enzymatiques dont la description 
detaillee est reprise dans Genetic Engineering (1981) 
vol. 1, pp. 9-19, Williamson, R. , Ed. , Academic Press, N. Y. 
5 A titre d'exemple, on utilise s uc c e s s i veme n t les 

enzymes appeles transcriptase inverse, ADN polymerase 
et nuclease SI pour synthetiser 1* ADN complement ai re 
double brin portant des extremites Tranches. On peut 
cependant utiliser uniquement la transcriptase inverse 
10 et la nuclease SI pour arriver au meme resultat. 

j 

Enfin, on peut terminer la preparation de I'ADN 
complementai re double brin portant des extremites 
franches par un traitement a l'ADN polymerase (fragment 
Klenow) pour pallier aux imperfections du traitement 

15 avec la nuclease SI, De preference, on choisit cette 

derniere voie dans 1' execution de 1* invention, 
c) On peut enrichir la preparation d* ADN compleme nt ai re 
double brin en molecules de taille superieure ou egale 
a celle necessaire pour encoder 1' urokinase en 

20 recourant aux techniques de f rac t i onneme nt habi tuelles. 
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homopol yme r i q ue s complement ai res aux ADN que l r on veut 
joindre, ou des adapteurs synthetiques a 1* ADN que 1* on 

30 veut introduire dans un site de restriction particulier 

de 1' ADN du vecteur. De preference, on choisit 
1' addition d' extremites cohesi ves c ompl e me nt ai res aux 
ADN que 1' on veut joindre. Cette technique, decrite 
dans Vi 1 la-Komarof f , L. , Ef s t radi at i s , A. , Broome, S. , 

35 Lomedico, P. , Tizard, R. , Naker, S. P. , Chick, H. L. and 



Gilbert, H. ( 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 75, 
3727) met en oeuvre une enzyme particuliere appelee 
transferase desoxynucleotidyle terminale. 

e) La formation in vitro de molecules hybrides entre 
1* ADN complementai re double brin a cloner et l'ADN de 
vecteurs plasmides s'effectue selon le procede, decrit 
dans Molecular Cloning (1982, Maniatis, T. , Fritsch, 
EF. and Sambrook, J. , C. S. H. Publ. ) qui consiste a 
melanger les molecules dans des conditions de 
temperature et de force ionique appropriees. C* est ce 

i 

protocole qui a ete suivi dans la realisation de 
r invention. L'ADN vecteur employe dans la reaction de 
reci rcular i sat i on in vitro peut provenir de differents 
plasmides. Parmi les plasmides les plus couramment 
utilises, le plasmide pBR322 a ete choisi comme vecteur 
pref erent i el. II contient deux sites d' insertion 
possible, PstI et BamHI. Ces deux sites conviennent a 
1* insertion de l'ADN susment i onne. (Bolivar, F. , 
Rodriguez, R. L. , Greene, P. 3. , Betlach, M. C. , 
Heynecker, H. L. , Boyer, H. W. , Crosa, J. H. and Falkow, 
S. , Gene , 2, 95, 1977) . 

Les derives du plasmide pBR322 peuvent aussi convenir. 
Dans la realisation de cette invention, on choisit de 
preference le plasmide pBR322 dont on linearise 1' ADN 
et que r on muni t d'extremites cohesi ves appropriees 
selon la methode decrite plus haut. D'autres plasmides, 
tels que le pKT279» pKT280 et pKT287 peuvent etre 
utilises avantageusement. 

f) La plupart des methodes utilisees pour transformer 
des bacteries par de 1' ADN exogene font appel a un 
traitement particulier des bacteries par du chlorure de 
calcium, et visent a optimiser 1* ef f icacite de 
transformation pour di f f erentes souches de bacteries. 
La presente invention est basee sur 1" utilisation d' une 
souche d f E. coli dans les deux phases revendiquees dans 
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lesquelles ces bacteries i nt er vi ennent. Dans le cadre 
de la realisation de 1' invention, plusieurs types de 
micro-organismes tels que d'autres bacteries ou des 
levures peuvent egalement servir d' hotes. On prendra de 
5 preference, la souche d' Escherichia coli MM294, dont 

les conditions de croissance sont par t i cul i erement 
c ommode s . 

En outre, par mi les dif ferents procedes de 

transformation, on choisit celui decrit dans Mandel, M. 
10 and Higa, A. ( 1970, J. Mol. Biol. 53, 154). 

g) En raison des marqueurs de resistance aux 
ant i bi oti ques presents dans 1' ADN du vecteur, il est 
simple d' isoler les bacteries transf ormees par I'ADN 
recombine in vitro. Par exemple, si l'ADN du vecteur 

15 porte le gene Tet R , toute bacterie portant un tel 

vecteur sera resistante a la tetracycline. 

En outre, si 1' insertion de 1' ADN dans le vecteur a 
pour effet d' inactiver un gene de resistance a un 
ant i bi oti que, on reperera les bacteries qui portent le 

20 vecteur recombinant par leur sensibili te a cet 

a nt i bi o t i q ue. De preference, on choisit comme marqueur 
de selection, le caractere Tet R du plasmide pBR322 et 
comme crible pour 1' insertion d f ADN dans le vecteur la 
perte de resistance a 1 * ampi c i 1 1 i ne . La combinaison de 

25 ces deux facteurs conduit a 1 1 i de nt i f i ca t i on de 

bacteries portant un vecteur recombinant. 

h) Le crible de selection des clones porteurs de 
I'ADN-UK peut se faire selon des methodes mettant en 
oeuvre soit une sonde naturelle ou synthetique, soit 

30 des techniques d* hybridation entre l'ADN des clones et 

I'ARN messager, ou encore des moyens i mmunol ogi q u e s . 
Ces dif ferentes approches sont detaillees dans Genetic 
Engineering, vol.1, Williamson, R. Eds., (1981) 
Academic Press, N. Y. 

35 Dans le cadre de la presente invention, on utilise de 
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preference des. sondes oli godesoxyr i bonucleoti di ques de 
synthese, caract eri st i ques des acides amines 

Asn-Ile-His-Trp-Cys-Asn-Cys-Pro de 1' urokinase et/ou le 
precede de retention de 1* ARN messager specif ique de 
1' urokinase humaine sur l'ADN des clones, suivi de la 
traduction in vitro et de la caracterisation 
i mmunol ogi q ue . 

i) L' extraction de 1' ADN-UK des clones selectionnes par 
restriction peut se faire par dif ferentes enzymes. Dans 
le cadre de la presente invention on choisit de 
preference 1' enzyme Bgll. 

j) La ligation de cet ADN-UK se fait avec un plasmide 
vecteur. De preference on choisit le vecteur pCQV2 
(Queen, C. J. , Mol. Appl. Genet. 2,, 1-10, 1983> clive 
par 1' enzyme BamHI, les deux molecules, ADN-UK et 
vecteur, etant pr e a 1 abl e me nt traitees a l'ADN 
polymerase de TU. La transformation du vecteur hybride 
a lieu dans la souche d' Escherichia coli MM29**. 
k> La selection des clones ayant insere 1' ADN-UK dans 
1' orientation et la phase de lecture correctes 
s'effectue par analyse de restriction et sequengage de 
1' A DN. 

1) La demonstration par immuno-essai de la production 
de preprouroki nase par ces clones est realisee en 
choisissant de preference la methode de 

1 1 i mmuno- t ransf ert decrite dans Bollen et al. , FEBS 
Letters 166 , 67-70 (1984) qui consiste a separer les 
proteines de 1' extrait par electrophorese sur gel de 
pol yacr i 1 ami de , a les transferer sur feuille de 

"nitrocellulose et a reveler la presence d* urokinase par 
des anticorps an t i - ur oki nas e de souris eux-memes 
detectes par des anticorps de chevre ant i -ant i corps de 
souris couples a la peroxidase (GAM-POD). 
La presente invention sera mieux comprise a l'aide de 
1' exemple non limitatif suivant. 
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1 . Culture de cellules 

Des cellules humaines de carcinome de pharynx de la 
lignee Detroit 5 6 2 ( ATCC N°CCL138) connues pour 
produire de 1* urokinase ont ete cultivees jusqu'a 
confluence en milieu DMEM supplements pour contenir 0,4 
% NaHCOs, 10 % de serum de veau foetal, 0,1 % de 
mycos tati ne, et incube a 37°C en atmosphere 
contenant 5 % de CO2. Les cellules confluentes sont 
recoltees par cent ri f ugat i on apres traitement par 0,17 
% de Trypsine pendant 5 1 a 37°C. Les culots sont 
rinces au PBS et geles dans 1* azote liquide. 

2 . Extraction et purification des ARN messagers totaux 
de cellules humaines. 

Un culot de cellules gelees dans 1" azote liquide a ete 
traite au chlorure de guanidine suivant la methode de 
Cox, R. A. , Methods Enzymol. 12B, 120, 1968. Les ARN 
sont alors passes sur colonne d'oligo d( T) cellulose de 
facon a en recuperer les ARN messagers totaux. 260 ug 
d'ARN messagers totaux ont ete obtenus. La fraction 
messagere ainsi obtenue est alors traduite en 
polypeptides in vitro dans un systeme 

pro t eo-synt he t i q ue acellulaire issu de reticulocytes de 
lapin (produit notamment par NEN Laboratories). 
L' ensemble des proteines syntheti sees est alors 
fractionne sur gel de pol ya c r i 1 ami d e (15 %) en 
conditions dena t urantes. 

3 . Synthese in vitro de l'ADN c ompl e me n t a i r e double brin 

c or r e s ponda n t a la fraction messagere enrichie, 

Au depart de 1* ARN messager, on a synthetise 1' ADN qui 

* 

lui correspond. Cette operation requiert la succession 
de plusieurs etapes enzymatiques. D* une part, a 1* aide 
de la transcriptase reverse, on obtient la fibre d* ADN 
compl erne nt ai r e au messager, et d* autre part, a 1' aide 
de la meme enzyme ou de l'ADN polymerase, on synthetise 
la deuxieme fibre d f ADN anti parallele a la premiere. 
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Enfin, 1' action d' une troisieme enzyme, la nuclease S1, 
permet 1' obtention de molecules d* ADN en double helice 
depourvues d* extremites monoca t enai res appelees 

usuellement extremites f ranches. 
5 4 . Enr i chi ssement de la preparation d' ADN complement ai re 

double brin en molecules de taille superieure ou egale 

a celle necessaire pour encoder l'urokinase. 

La population de molecules d 1 ADN c ompl erne nt ai r e etant 

heterogene, on l'a fractionnee sur gradient de 

10 saccharose de fa$on a ne conserver que la Fraction 

contenant des molecules de taille Superieure ou egale a 
1,5 kilo-bases, et done a favoriser 1' obtention de 
clones contenant la majori te, sinon la totalite de 
r information genetique cor res pondant a la 

15 pr epr ouroki nase. La taille minimale theorique du 

messager de l'urokinase codant pour un total de 410 
acides amines comporte done 410 codons, soit 1230 
bases. 

A cet effet, 1 1 A D N c ompl e me n t ai r e double brin a ete 
20 depose sur un gradient de saccharose 10-30 % et 

centrifuge en rotor Beckman SW41. Les fractions 
cor res pondant a des molecules de taille superieure ou 
egale a 1,5 kilo-bases ont ete rassemblees. 

5 . Addition d' extremites cohesi ves a la preparation d ' ADN 
2 5 compl ement ai re double brin enrichie en ADN-UK. 

Afin de pouvoir inserer les molecules d' ADN 
compl ement ai re double brin dans 1 ' ADN d* un vecteur 
approprie, il convient de leur ajouter des extremites 
cohesives. A cet effet, on adopte la technique des 
30 extensions homopol y me r i q ues decrite par Vi 1 1 a- Komarof f , 

L, , Ef s t r adi at i s, A., Broome, S. , Lomedico, P., Tizard, 
R. , Naker, S. P. , Chick, H. L. and Gilbert, W. (Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75, 3727, 1 978). 

Dans ce protocole, 90 ng d f ADN c ompl e me n t a i re double 
35 brin enrichi ont ete traites par la transferase 



terminale de f agon a ajouter aux extremites 3* des 
extensions d' oligo d( C) d' environ 15 bases de long. 
6 . Fabrication in vitro de recombinants entre 1' ADN 
compl ementai re double brin enrichi, portant des extremites 
cohesi ves, et 1 ' ADN du vecteur pBR322. 

Les molecules d' ADN c ompl erne nt a i r e double brin enrichi 
sont maintenant pretes a etre ins-erees dans 1* ADN d' un 
vecteur plasmide. On a choisi le plasmide pBR322, 
portant les marqueurs de selection Tet R et Amp" 
(resistance a la tetracycline et; a 1 * ampi c i 1 1 i ne ) . 
L' ADN de ce plasmide porte un site unique pour 1' enzyme 
de restriction PstI, dans le gene AmpA. Des lors, la 
restriction par PstI linearise le plasmide et offre un 
site d' insertion unique. II suffit alors d' ajouter 
e nz yma t i q ue me nt par la methode decrite en 5, des 
extensions oligo d( G) aux extremites 5' de 1 * ADN du 
vecteur pour pouvoir realiser 1' insertion de l'ADN a 
doner. Dans 1' exemple que 1' on decrit, 1* ADN du 
vecteur pBR322 porte des extensions oligo d( G) longues 
de 30 bases. 

Le melange de 90 ng d' ADN compl erne ntai re double brin 
enrichi avec 200 ng d' ADN de vecteur pBR322, ce qui 
correspond a un rapport molaire voisin de 1, s'effectue 
in vitro pendant 5 mi n. a 65°C et 1h30 a 57°C. 
Le melange est alors refroidi doucement jusqu* a 
U°C. Dans ces conditions les molecules d' ADN se 
recombinent et se r e c i re ul a r i s e nt par appariement des 
extremites cohesives complementai res. 

7. Clonage dans la souche d' Escherichia coli MM294. 
On procede alors a la transformation de la souche MM29U 
dont le systeme de r e s t r i c t i on- mod i f i c a t i on est modifie 
de faQon a tolerer la presence d' un ADN etranger selon 
la methode decrite dans Molecular Cloning, Maniatis, 
T. , Fritsch, E. F. and Sambrook, J., 1982, C. S. H. Publ. 
Au sein de la bacteri e, les extremites cohesives 



incompletes sont reparees par une enzyme de 1' hote avec 
pour consequence la regeneration du site de restriction 
Pst I dans l'ADN du plasmide recombinant. 

8. Obtention de la banque de clones. 

En raison du caractere Tet R du plasmide, on peut 
selectiohner les bacteries transformees par simple 
croissance sur milieu contenant de la tetracycline. 
Bnf in, parmi les souches Tet R , on peut identifier 
celles qui ont un plasmide chimerique par le fait 
qu'elles ne poussent pas en presence d' ampicilline 
puisque 1' insertion d* ADN e t range r /dans le gene AmpA du 
vecteur a inactive ce gene. 

L' ensemble des manipulations decrites ci-dessus a 
conduit a 1' obtention d' une banque de 5000 clones, dont 
une partie doit contenir des sequences d' ADN codant 
pour 1' urokinase. 

9 . Caract eri sat i on d* un clone porteur de 1' ADN-UK. 

On a recherche les clones porteurs de 1' ADN-UK au moyen 
d* une sonde synthetique c orres pondant a un fragment du 
gene de 1' urokinase. 

La sequence en acides amines de 1' urokinase humaine est 
connue. Sur base de cette information, on synthetise 
chimiquement selon la methode de Hsiung, H. M. , 
Brosseau, R. , Michnicwicz, J. and Narang, S. A. (1979, 
Nucleic Acids Research 6, 1371) un melange 
d' oli godesoxyri bonucleot i des de 23 bases correspondant 
aux acides amines As n- 1 1 e- Hi s - Tr p- Cys - As n- Cys - P r o, 
typiques de 1* urokinase humaine ( positions 27 et 34 
dans la chaine A. Apres avoir marque cette sonde au 
3 2 P par une reaction enzymatique ( kination en 5' de 
la sonde), nous I'avons utilisee pour cribler la banque 
de clones. Prat i quement, on fixe I'ADN de chaque clone 
sur feuille de nitrocellulose, suivant la technique de 
Grunstein, M. and Hogness, D. (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 72, 3961, 1975) et on l'hybride avec la sonde 
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synthetique marquee au 32 P. Dans des conditions 
ioniques et de temperature appropriees (0,9 M NaCl et 
28°C), la sonde radioactive va reconnaitre 

specif iquement 1* ADN des clones portant une sequence 
homologue, c'est-a-dire une sequence de nucleotides 
typique de 1* urokinase humaine. On visualise les clones 
positifs par autoradiographic. Cette methode a permis 
d* i dentif ier 1 clone (sur 5000 analyses) portant tout 
1 1 ADN-UK. 

A partir du clone selectionne, designe par pULB1000, on 
caracterise 1* ADN-UK par r etablissement d' une carte de 
restriction. A cet ef f et, l'ADN insere, isole du 
plasmide par restriction PstI, est digere par une ou 
plusieurs autres enzymes de restriction. L* alignement 
des fragments obtenus permet d' obtenir une carte de 
restriction. Les informations contenues dans cette 
carte permettent de generer des fragments d' ADN que 
1' on peut aisement marquer au 32 P. Le fragment marque 
est alors soumis a une serie de reactions chimiques 
conduisant a la production d' oligonucleotides marques, 
de tallies differentes, dont 1' analyse sur gel de 
pol yac r yl ami de conduit a 1' etablissement de la sequence 
en bases, suivant la technique de Maxam, A. M. et 
Gilbert, W. , 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 560. 
La sequence est etablie par a 1 1 e 1 e me n t et done confirmee 
par la methode de Sanger et al. (Proc. Natl. Acad. 
Sci. 74, 5463-5467, 1977). On voit dans la figure 1 que 
l'ADN clone dans pULB 1000 contient le codon initiateur 
ATG et que la sequence des 57 bases en aval de ce 
triplet code pour une sequence en acides amines ayant 
les caracteristiques d* un peptide signal. On trouve 
ensuite successi vement la sequence codant pour le 
peptide 18K, un triplet AAG codant pour une lysine, la 
sequence codant pour le peptide 33K, un codon opale 
( TGA) et une sequence non codante. II est a remarquer 
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que la sequence en acides amines deduite de la sequence 
du cDNA correspond aux sequences publiees de 
l 1 urokinase ( Steffens et al., . Mappe-Seyler' s Z. 
Physiol. Chem. 363, 1043-1058, 1982) a trois exceptions 
5 pres : l'acide amine 131 (numerote a partir du premier 

acide amine de la chaine A) est un tryptophane au lieu 
d* une cysteine, et les acides amines 366 et 410 sont 
une cysteine a la place d' une glycine et une valine a 
la place d* une alanine. 

10 Le fragment d* ADN- UK porte par le clone selectionne 

code pour la totalite de la pr e prour oki nase. 
Par ailleurs, on construit un vecteur hybride portant 
l'ADN codant pour la pr epr ouroki nas e dans 1' orientation 
correcte et dans la bonne phase de lecture. Dans ce 

15 cas, on s' attend a observer la synthese de la 

preproproteine humaine. La construction de ce vecteur 
hybride met en oeuvre les etapes suivantes (Fig. 2) : 

10. Extraction de l'ADN-UK par restriction Bgll de 1 * ADN 
du vecteur hybride du clone pULB 1000 et traitement a la 

20 DNA-polymerase de T4 pour generer des extremites 

f ranches . 

11. Melange de cet ADN- UK avec 1 ' A D N du vecteur pCQV2 
linearise par restriction BamHI puis traite a la 
DNA-polymerase de T4 pour generer des extremites 

25 franches ; ligation des fragments d* ADN par une enzyme 

(ligase) pendant 16 heures a 4 °C et transformation 
de la bacterie MM294. 

12. Parmi celles-ci, on identifie celles qui portent 
.l'ADN-UK dans 1' orientation correcte en realisant une 

30 carte de restriction du vecteur hybride. On obtient 

ainsi une souche appelee pULB 1135 caracterisee par le 
fait qu' elle porte l'ADN-UK dans la bonne orientation 
et dans la bonne phase de lecture derriere le promoteur 
pr du plasmide pCQV2. 

35 13. Pour demontrer la synthese de pre prour oki nas e 
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humaine dans les bacteries MM294 portant le vecteur hybride 
du clone pULB 1135j on s'appuie sur un essai immuno logique 
permettant de detecter la proteine dans des extraits bac.te- 
r i ens to t aux . 

Lorsqu T 6n applique ce systeme aux extraits provenant des 
bacteries portant les differents vecteurs, on constate que, 
comme on s'y attend, la souche temoin portant le plasmide 
pCQV2 ne synthetise pas de pr ep r ourok ina s e , ni a 32°C ni a 
42°C, alors que pour le clone pULB 1135, on detecte la pre- 
sence de cette proteine a 42°C. 

Les souches pULB 1000 et pULB 1135 mentionnees ci-avant ont 
fait l'objet de depots a la Collection Nationale de Cultures 
de Mi c r oo r gani sme s (Service autonome de 1 ' Ins titut Pasteur) 
sous les numeros de depot respectifs 1-349 et 1-350. 
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REV ENDI CATIONS 

1. Procede de preparation d* un clone d' Escherichia coli 
produisant une preprourokinase humaine caracterise en 
ce que on extrait et on purifie les ARN messagers 
5 totaux de cellules humaines produisant de 1* urokinase, 

on effectue la synthese in vitro de l'ADN 
complementaire double brin au depart de cet ARN 
rnessager, on enrichit la preparation d* ADN 

complementaire double brin en molecules de taille 
TO superieure ou egale a celle necessaire pour encoder 

1' urokinase, on ajoute des extremites cohesives a cette 
preparation d* ADN complementaire double brin enrichie 
en ADN- UK, on melange in vitro cette fraction enrichie 
portant des extremites cohesives avec un vecteur 
15 plasmide portant des extremites cohesives 

complementai res pour obtenir des molecules hybrides, on 
transforme des bacteries hotes Escherichia coli par ces 
molecules hybrides, on selectionne parmi ces bacteries 
transformees celles qui ont insere un fragment d' ADN 
20 humain de maniere a obtenir une banque de clones, on 

isole de cette banque les clones porteurs de l'ADN-UK 
par crible caracteristique de 1* urokinase humaine, on 
extrait de ces clones l'ADN-UK, on construit a partir 
de cet ADN-UK et de l'ADN de plasmides vecteurs des 
25 molecules hybrides que 1* on clone dans des bacteries 

botes Escherichia coli en vue de 1' expression de la 
preprourokinase humaine, on choisit les clones ayant 
insere l'ADN-UK dans 1' orientation et la phase de 
.lecture correctes par analyse de restriction et 
30 sequencage de 1' ADN et on demontre par immuno-essai la 

production de preprourokinase dans ces clones. 
2. Procede de preparation d' un clone d* Escherichia coli 
produisant la preprourokinase humaine suivant la 
re vendi cat i on 1, caracterise en ce que les cellules 
35 humaines produisant de 1' urokinase proviennent de la 
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lignee de carcinome de pharynx Detroit 562 et en ce que 
le vecteur plasmide choisi pour la premiere phase est 
le pBR322 et pour la seconde phase le pCQV2. 

Precede de preparation d' un clone d 1 Escherichia coli 
produisant la preprouroki nase humaine suivant les 
re vendi cat i ons 1 et 2, caracterise en ce que l'ADN 
complementai re enrichi en ADN-UK est insere dans le 
site PstI du gene Amp A du vecteur plasmide pBR322 pour 
la premiere phase et dans le site BamHI du vecteur 
pCQV2 pour la deuxieme phase. 

Precede de preparation d* un clone d' Escherichia coli 
produisant la pre pr ouroki nas e humaine suivant les 
re vendi cat i ons 1 a 3, caracterise par 1 1 u t i 1 i s a t i on 
comme crible des sondes oligodesoxyribonucleotidiques 
de synthese caracteristiques des acides amines 
Asn-Ile-His-Trp-Cys-Asn-Cys-Pro de 1' urokinase humaine. 
Procede de preparation d' un clone d* Escherichia coli 
produisant la preprouroki nase humaine, caracterise en 
ce que 1' on extrait les ARN messagers totaux de 
cellules- de carcinome de pharynx humaines (DT562) par 
utilisation comme agent chaotropique de chlorure de 
guanidine et on les purifie par chromatographi e 
d' af finite sur colonne d' oligo d( T) cellulose, on 
effectue la synthese in vitro de l'ADN complementai re 
double brin par utilisation de la transcriptase inverse 
et de la nuclease SI et par traitement ulterieur avec 
1* ADN polymerase, on enrichit la preparation d' ADN 
complementai re double brin en molecules de taille 
superieure ou egale a celle necessaire pour encoder 
1' urokinase par f r ac t i onneme nt sur gradient de 
saccharose, on ajoute des extremites cohesives a cette 
preparation d* ADN complementai re double brin enrichie 
en ADN-UK par utilisation de 1' enzyme appelee 

transferase de s oxynuc 1 e o t i dyl e terminale, on melange in 
vitro cette fraction enrichie portant des extremites 
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cohesives avec un vecteur plasmide du type 

pBR322, portant des extremites cohesives complementai res 
pour obtenir des molecules hybrides, on transforme les 
bacteries hStes Escherichia coli MM294 par ces 
molecules hybrides, on selectionne parmi ces bacteries 
celles qui ont insere un fragment d' ADN humain en 
choisissant comme marqueur de selection le caractere 
Tet" du plasmide pBR322 et comme crible pour 
1" insertion d' ADN dans le vecteur la perte de 
resistance a 1' ampicilline, on utilise comme crible 
caracterristi que de 1' urokinase humaine des sondes 
oligodesoxyribonucleotidiques syntheti q ues, on extrait 
de ces clones l'ADN-UK, on construit a partir de cet 
ADN- UK et de 1' ADN de plasmides vecteurs, des molecules 
hybrides que 1* on clone dans des bacteries hotes 
Escherichia coli, on selectionne les clones transformers 
portant un plasmide dans lequel l'ADN-UK est insere 
dans la bonne orientation et la phase correcte de 
lecture, et on caracterise i mmunol ogi q ue me n t le produit 
synthetise par l'emploi d' anticorps, 

Une sequence d* ADN complementaire double brin codant 
pour le polypeptide pr e prour oki nas e complet designe par 
ADN- UK obtenu suivant les r e ve nd i c a t i o ns 1 a 5. 

Clones d' Escherichia coli portant l'ADN-UK et 
produisant de la prepr ouroki nase humaine, obtenus 
suivant les r e ve ndi c a t i ons 1 a 6. 

Clones d* Escherichia coli portant 1' ADN-UK et 
produisant/ de la pr e prour oki na s e humaine, obtenus 
suivant les r e ve nd i c a t i ons 1 a 6, caractenses en ce 
que la sequence de preprour oki nase humaine produite 
comprend un peptide signal de 18 acides amines, un 
peptide 18K caracterise par un tryptophane en position 
131, une lysine faisant la jonction entre les peptides 
18 et 33K et un peptide 33K caracterise par une 
cysteine en position 366 et une valine en position U10; 
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ces clones ayant fait l'objet d'un depot a la Collection 
Nationale de Cultures de Microorgani srae s (Service auto- 
nome de l'Institut Pasteur), sous les numeros de depot 
respectifs 1-349 et 1-350. 

U C B, S.A. 

par procuration: 
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U C B , S . A 



-20 -10 

Met Arg Ala Leu Leu Ala Arg. Leu Leu Leu Cys Val Leu Val Val Ser 
CCCGCCCGGGGGGGGGGGGGCAGCCACCGAGCCCCCGTCTAGCGCCCCCACCTCGCCACCATG AGA CCC CTG CTG GCG CGC CTG CTT CTC TGC GTC CTG GTC GTG AGC 

y 1 10 20 

Asp Ser Lys Gly Ser Asn Glu Leu His Gin Val Pro Ser Asn Cys Asp Cys Leu Asn Gly Gly Thr Cys Val Ser Asn Lys Tyr Phe Ser Asn 
GAC TCC AAA GCC AGC AAT GAA CTT CAT CAA GTT CCA TCG AAC TGT GAC TGT CTA AAT GGA GGA ACA TGT GTG TCC AAC AAG TAC TTC TCC AAC 

30 40 50 

lie His Trp Cys Asn Cys Pro Lys Lys Phe Gly Gly Gin His Cys Glu lie Asp Lys Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr 
ATT CAC TGG TGC AAC TGC CCA AAG AAA TTC GGA GGG CAG CAC TGT GAA ATA GAT AAG TCA AAA ACC TGC TAT GAG GGG AAT GGT CAC TTT TAC 

60 70 80 

Arg Gly Lys Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala Thr Val Leu Gin Gin Thr Tyr His Ala His Arg Ser 
CGA GGA AAG GCC AGC ACT GAC ACC ATG GGC CGG CCC TGC CTG CCC TGG AAC TCT GCC ACT GTC CTT CAG CAA ACG TAC CAT GCC CAC AGA TCT 

SO 100 110 12 0 

Asp Ala Leu Gin Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg Arg Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gin Val Gly Leu Lys 
GAT GCT CTT CAG CTG GGC CTG CGG AAA CAT AAT TAC TGC AGG AAC CCA GAC AAC CGG AGG CGA CCC TGG TCC TAT GTG CAG GTG GGC CTA AAG 

130 140 150 

Pro Leu Val Gin Glu Cys Met Val His Asp Trp Ala Asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser Pro Pro Glu Glu Leu Lys Phe Gin Cys Gly Gin Lys 
CCG CTT GTC CAA GAG TGC ATG GTG CAT GAC TGG GCA GAT GGA AAA AAG CCC TCC TCT CCT CCA GAA GAA TTA AAA TTT CAG TGT GGC CAA AAG 

y y i6o 170 180 

Thr Leu Arg Pro Arg Phe Lys lie lie Gly Gly Glu Phe Thr Thr He Glu Asn Gin Pro Trp Phe Ala Ala lie Tyr Arg Arg His Arg Gly 
ACT CTG AGG CCC CGC TTT AAG ATT ATT GGG GGA GAA TTC ACC ACC ATC GAG AAC CAG CCC TGG TTT GCG GCC ATC TAC AGG AGG CAC CGG GGG 

190 200 210 

Gly Ser Val Thr Tyr Val Cys Gly Gly Ser Leu lie Ser Pro Cys Trp Val lie Ser Ala Thr His Cys Phe He Asp Tyr Pro Lys Lys Glu 
GGC TCT GTC ACC TAC GTG TGT GGA GGC AGC CTC ATC AGC CCT TGC TGG GTG ATC AGC GCC ACA CAC TGC TTC ATT GAT TAC CCA AAG AAG GAG 

220 230 240 

Asp Tyr lie Val Tyr Leu Gly Arg Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gin Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu Asn Leu He Leu His Lys Asp 
GAC TAC mTC GTC TAC CTG GGT CGC TCA AGG CTT AAC TCC AAC ACG CAA GGG GAG ATG AAG TTT GAG GTG GAA AAC CTC ATC CTA CAC AAG GAC 

250 260 270 

Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His Asn Asp He Ala Leu Leu Lys He Arg Ser Lys Glu Gly. Arg Cys Ala Gin Pro Ser Arg Thr lie 
TAC AGC GCT GAC ACG CTT GCT CAC CAC AAC GAC ATT GCC TTG CTG AAG ATC CGT TCC AAG GAG GGC AGG TGT GCG CAG CCA TCC CGG ACT ATA 

280 290 300 

Gin Thr He Cys Leu Pro Ser Met Tyr Asn Asp Pro Gin Phe Gly Thr Ser Cys Glu He Thr Gly Phe Gly Lys Glu Asn Ser Thr Asp Tyr 
CAG ACC ATC TGC CTG CCC TCG ATG TAT AAC GAT CCC CAG TTT GGC ACA AGC TGT GAG ATC ACT GGC TTT GGA AAA GAG AAT TCT ACC GAC TAT 

310 320 330 

Leu Tyr Pro Glu Gin Leu Lys Met Thr Val Val Lys Leu He Ser His Arg Glu Cys Gin Gin Pro His Tyr Tyr Gly Ser Glu Val Thr Thr 
CTC TAT CCG GAG CAG CTG AAA ATG ACT GTT GTG AAG CTG ATT TCC CAC CGG GAG TGT CAG CAG CCC CAC TAC TAC GGC TCT GAA GTC ACC ACC 

340 350 360 

Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gin Trp Lys Thr Asp Ser Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Gin Cys Arg Met 
AAA ATG CTG TGT GCT GCT GAC CCA CAG TGG AAA ACA GAT TCC TGC CAG GGA GAC TCA GGG GGA CCC CTC GTC TGT TCC CTC CAA TGC CGC ATG 

370 380 390 

Thr Leu Thr Gly lie Val Ser Trp Gly Arg Gly Cys Ala Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe Leu Pro Trp He 
ACT TTG ACT GGA ATT GTG AGC TGG GGC CGT GGA TGT GCC CTG AAG GAC AAG CCA GGC GTC TAC ACG AGA GTC TCA CAC TTC TTA CCC TGG ATC 

400 410 

Arg Ser HisThr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Val Leu OP 

CGC AGT CAC' ACC AAG GAA GAG AAT GGC CTG GTC CTC TGA GGGTCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 
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fragment 1482 bp. 
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Ligation bouts franc s 

BamH I site | 
c- 3' 

- ATG | GAT CfTG GCG - - 



- - TAC CTA GlAC CGC - ~ 



Met - Asp -Leu - Ala 



aa-16 aa-15 
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